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(§) Reinigung polymorpher Komponenter] komplexer Genome 

Eip Verfahren zur Verarbeitung von in B^ziehung stehen- 
den Oder verwarrdten Subjekt- und Referenz-Makromoleku- ^ 
len, bestehend aus einem komplementarep Strang in ihren 'e 
entsprechenden Subjekt- und Referenz-Populatfonen repra- ' 
sentatfver Fragmfente und Ausfuhrung ein^r Reinigung von 
einzjgartigen polymorphischen Subjekt-Fragmenten. o 
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Beschreibung 



hend aus komplementaren Strangen. SpezieU betnfft die ^^'"°""Sp|" ^ie zwei in Beziehung stehen- 

;Xsie wfrden in Hybridduplexen von Subjekt- R^f^f^X'^^t^'^S^ 
Referenzkomplemente konnen sich nicht in «nem stabden Duplex rmt den ^^^LZr der Mattbc die 

Mi. einen, EtogangsverhaMs von siner Subjekt-DNA zuzehn Rf'^'-^-^N*? 'S, tzOd^^^ 

im Verhiltnis von 0,1 (Subjekt) : 2 (Hybrid) : 9 (Referenzduptas) ™ f """'^"'"SS^St mtt r"S- 

subjekt-DNA-Populadon. die Elimination von matnxgebundenen DNA s 90% der subjeKt a mil neicre 

"K:'£e„,io„eUeS„btr.k.ions.Hybndis.tion=.T.ohnolo^^ 

ationsverfahrens. Daruber hinaus enthalt genomisches DNA hohere Spezies zahlreiche Base^^^^ 
5 L wiederholt werden und uber die Chromosomen hmweg v^^f^l^^^^d- ^^^^^^ 

menschliches genomisches DNA mehrere Familien von wiederholten weisln die 

SSe gSten pLilien Hunderte bis Tausende von Kopien besitzen. Einzelkop.egene oder Sequenzen weisen die 
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wiinschte Komplikation. Wahrend eines Erwarmungsvorgangs von DNA-Strangen eines komplexen Genoms 
machen die reiterierten Sequenzen schnellere Kontakte als die eine wesentlich niedrigere Konzentration auf- 
weisenden Einzelkopiesequenzen. Infolgedessen bilden reiterierte Regionen stabiie Duplexregionen, unabhan- 
gig von der Nicht-Homologie zwischen benachbarten Einzelkopiegenregicnen. Infolgedessen bilden sich ausge- 
dehnte "promiskose" Verkniipfungen von DNA-Form, die durch die Duplexregionen stabilisiert sind. Die Bil- 5 
dung von promiskosen Verkniipfungen behindert die Reinigung in der konventionellen Subtraktion-Hybridis- 
ation. 

Alternative Moglichkeiten zur konventionellen Subtraktionshybridisation verwenden Restriktionsnukleasen. 
Eine Restriktionsnuklease ist ein Enzym, das die Kapazitat besitzt, eine spezifisches Target- oder Zielsequenz zu 
erkennen, welches mehrere Basenpaare lang ist in doppelstrangigen DNA-Molekulen und beide Strange des 10 
DNA-Molekiils an den Stellen der Targetsequenz trennt Die durch Digestion mit einer Restriktionsnuklease 
definierten DNA-Molekiile werden als Restriktionsfragmente bezeichnet. Jede gegebene genomische DNA 
digistiert oder "verdaut" durch eine spezielle Restriktionsnuklease, wird in ein diskretes PRF verwandelt. 

Ein Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (im folgenden als RFLP bezeichnet) ist eine spezielle Art 
eines Polymorphismus, manifestiert als ein Langenunterschied einiger genetisch verwandter Fragmente der 15 
zwei verglichenen PRFs. Die zugrunde liegenden genetischen Manifestationen konnen so fein wie eine einzige 
Basenpaaranderung sein, welche eine Schneidstelle schafft oder eliminiert oder so grob oder deutlich wie eine 
genetische Weglassung, welche die Lange der DNA zwischen Spalt-. Trenn- oder Schneidplatzen andert Um 
einen RFLP zu detektieren, ist ein analytisches Verfahren zur Fraktionierung doppelstrangiger DNA-Molekule 
auf der Basis der GroBe erforderlich. Das gebrauchlichste Verfahren zur Erreichung einer solchen Fraktionie- 20 
rung ist die Agarosegel-Elektrophorese Bei diesem Verfahren wandem die DNA-Molekiiie durch das Gel, 
welches als ein Sieb wirkt, das die Bewegung der groBten Molekiile im groBten AusmaB verzogert und die 
Bewegung der kleinsten Molekule im kleinsten AusmaB beeinfluBt. Ein Vergleich der durch Gel-Elektrophorese 
fraktionierten PRFs zeigt, daB die Fragmente einzigartig fiir jedes Genom unter denen gemeinsam fiir die 
Subjekt- und Referenz-PRF*s verglichen werden. Die einzigartigen Fragmente reprasentieren den RFLP. Die 25 
fraktionierten PRFs konnen auch denaturiert und innerhalb der Grenzen des Fraktionierungsgels angelassen 
oder erwarmt werden. Solche "in situ"-Erwarmungen wurden zuvor verwendet^ und zwar in einer Strategic zum 
selektiven Detektieren von reiterierten PRF-Gliedem. (Roninson, Detection and mapping of homologous, 
repeated and amplified DNA sequences by DNA renaturation in agarose gels, mil Nucleic' Acids Res. 5413.31 
[1983]^. Fraktionierungen, welche die verglichenen DNA's durch die Stabilitat der Basenpaarung unterscheiden, 30 
wurden ebenfalls verwendet, (Fischer and Lerman, Length-Independent Separation of DNA Restriction Frag- 
ments in Two-Dimensional Gel Electrophoresis, 16 Cell 191-200 [Jan. 1979^. Sie konnen einen gewissen Poly- 
morphismus zwischen DNA's der gleichen Lange zeigen. 

Solange ein Fraktionierungsverfahren die Bestandteile jedes PRF auflost, werden die Differ enzen zwischen 
PRFs leicht detektierbar. Beispielsweise kann die gewiinschte Auflosung mit eigendimensionalen Fraktionierun- 35 
gen fiir virale PRFs erreicht werden oder mit zwei-dimensionalen Fraktionierungen, ansprechend auf die 
Fragmentlange und die thermische Stabilitat fur bakterielle PRFs. Fiir hohere Organismen jedoch wird selbst, 
wenn beste Fraktionierverf ahren verwendet werden, die gewiinschte Auflosung polymorphischer PRF-Bestand- 
teile nicht erreicht Bei solchen hoheren Organismen tritt die Trennung jedes einzelnen Glieds von der Majoritat 
der PRF-Mitgliedschaft auf, aber es gibt so viele Glieder, daB ein Kontinuum aus uberlappenden Fragmentban- 40 
dern vorhanden ist, welche die Auflosung und Detektion von Gliedem innerhalb des Kontinuums verhindern. 

Wenn ein Kontinuum von Fragmentbandem vorhanden ist, wurden Probier- oder Probennahmenverfahren 
verwendet, um Positionen spezieller Gene darzustellen. Einer geclonten Form des Gens, welches gesucht wird, 
wird eine radioaktive oder biochemische Markierung (Etikett oder 'label") gegeben, das spater verwendet 
werden kami, um die Position zu enthullen. Es dient als eine Probe oder Sonde zur Lokalisierung seiner 45 
Homologe. Die fraktionierten Subjekt-DNA's sind denaturiert in Bestandteilsstrange und werden sodann trans- 
feriert und stabil gebunden an eine Membran, beispielsweise abgezogen oder abkopiert auf eine stabile Mem- 
bran. Eine einzelstrangige Probe und die kopierten Subjekt-DNA's werden sodann erwarmt. Die Probe bindet in 
stabiler Art und Weise durch Basispaarung nur an der Position ihrer genetischen Homologe und die Positionen 
der Homologenfragmente auf der Kopie, wodurch die Detektion stattfindet. Mit den meisten Einzelgenproben 50 
zeigen die PRFs keine Differenzen fur die selektiv gezeigten Fragmente. Nichtsdestoweniger konnen miihevolle 
Vergleichsprobenuntersuchungen von in Beziehung stehenden oder verwandten PRFs sequential ausgefuhrt 
werden und mit einer Population von Proben, die groB genug ist, konnen schlieBlich Polymorphismen detektiert 
werden, die fiir genetische diagnostische Zwecke brauchbar sind (Gusella et aL, A Polymorphic DNA Marker 
Genetically Linked to Huntington's Disease, 306 Nature 234 [1983]). 55 

Ein weiteres Verfahren wurde verwendet zur selektiven Darstellung einer Sub- Population von Polymorphis- 
men von viralem genomischem DNA. Bei diesem Verfahren werden PRF's der genomischen DNA von zwei 
Genomen, die verglichen werden soUen, hergestelit Sie werden mit gleichen Mengen gepoolt oder zusammen- 
gebracht und hybridisiert. Die Hybridisationsprodukte werden sodann mit Nuklease SI behandelt, welches an 
deh Verformungen in den DNA-Duplexen trennt. (Shenk et aU Biochemical Method for Mapping Mutational eo 
Alteraations in DNA with SI Nuclease: The Location of Deletions and Temperature-Sensitive Mutations in 
Simian Virus 40, 72 Proc. Nat Acad. Sci. 3 : 989— 993 [1975]). Einige Hybridduplexe, die aus polymorphen 
DNA-Strangen bestehen, besitzen ein hinreichendes AusmaB an Verformung und werden infolgedessen an 
diesen Stellen oder Platzen getrennt So erzeugte sekundare Fragmente werden durch eine Frakdonierung 
detektiert, wahrend welcher die SI-Trennungsfragmente schneller wandem als die intakten Vorgangerfragmen- 65 
te. Fur dieses Verformungstrennverf ahren ist es wichtig, daB eine Steuerung, bestehend aus einer Hybridisation 
jedes PRF gegen sich selbst fiir eine komparative Analyse der Produkte ausgefiihrt wird. Solche Steuerungen 

pro-phpn ^ptimHarp 91-Praompntp Hip wp^pn ripr nnrtipllpn Hnmnlnaien iinH rpitp.rtprtpn SRniipriT.ftn innprhplh 
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bakteriellen Genomen und sie "^d^v°n der St^^^^^^^^ 

morphismusidentifiziertwerden. PrfmHimfx besteht darin ein neues Verfahren zur 

ihren Referenz-Homologen. wodurch die gewunschte P^^?f ^J^/'"«";Lg f^'^^^^ 
; Subjekt-PRF erreicht wird; (p,^"^^^ ^-/.^^^^^^^ vorhandenen 
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20 Verfahren zur Verarbeitung von in Beziehung stehender genomischer Subjekt- und Referenz-DNA in 
Sren entsprechende Subjekt- und Referenz-PRFs und Bewirkung der partiellen Remigung von e.nz.garn- 
gen polymorphen Subjekt-Restriktionsfragmenten. wobei die folgenden Schntte vorgesehen sma: 

(a) Umwandlung der genomischen Subjekt- und Referenz-DNA in entsprechende Subjekt- und Refe- 

(biv^Sen unterscheidender biochemischer und/oder isotopischer Markierungen fiir die Referenz- 
PRF 

(c) Bildung einer Mischung des markierten Ref erenz-PRF und des Subjekt-PRF, 

(d) Fraktionierung von Gliedern der PRFs in der Mischung, 

(e) Durchfuhrung einer DNA-Hybridisierung der fraktionierten Mischung. 

m Verwendung der unterscheidenden biochemischen und/oder isotopischen Markierungen fur die 
T^en^ung der Referenz-PRF's und der DNA-Hybride der Subjekt- und Referenz-PRFs von den 
polymorphen Gliedern des Subjekt-PRF und Erreichung der partiellen Remigung der polymorphen 
Glieder des Subjekt-PRF und Anlassen jedweder verbleibender einzelner Subjekt-Strange m der 

fgTnirs'^S^^^^ in der exakten Art und Weise wie das Referenz-PRF hergeste.lt 

SJurde in den Schritten (a) und (b) und Wiederholung der Schritte (c) bis (0 unter Verwendung des 

markierten Subjekt PRF anstelle des markierten Bezugs-PRF, i, 

S) Vergleich der AusgangsgroBen der Schritte (f) und (g) zur Durchfuhrung des Schntts der Erkeraiung 

des Polymorphismus innerhalb der partiell gereinigten polymorphen Subjekt-Fragmente, 

m weitere Reinigung der polymorphen Glieder des Subjekt-PRF zur analytischen Verwendung unter 

Benutzung von einer oder zwei Dimensionsfraktionierungen zu Anzeigezwecken, 

binaUons-DNA und genetischer Verstarkung unter Verwendung rekombmierender DNA-Cloning. 

und/oder Wiederholung der Schritte (a) bis (h). 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die unterscheidenden Markierungen biochemische und/oder isotopi- 
sche Markierungen.aufweisen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Makromolekiile zwei Duplex genomische DN A*s aufweisen. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, insbesondere nach Anspruch i, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Makromolekule zwei doppelstrangige RNA aufweisen. 5 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, insbesondere nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Makromolekule aus der Gruppe ausgewahlt sind, die im wesendichen aus 
genomischem DNA und doppeltstrangigem RNA besteht 

6. Verfahren zur Verarbeitung von in Beziehung stehendem Subjekt- und Referenz-genomischem DNA in 
ihrer entsprechenden Subjekt- und Referenz-PRFs und Bewirkung einer partiellen Reinigung von einzigar- 10 
tigen polymorphen Subjekt-Restriktionsfragmenten, wobei die folgenden Schritte vorgesehen sind: 

(a) Umwandlung des genomischen Subjekt- und Referenz-DNA in entsprechende Subjekt- luid Refe- 
renz-PRFs, 

(b) Vorsehen unterscheidender biochemischer und/oder isotopischer Markierungen fiir das Referenz- 
PRF, 15 

(c) Bildung einer Mischung des markierten Referenz-PRF und des Subjekt- PRF, 

(d) Fraktionierung der Glieder der PRFs in der Mischung, 

(e) Durchfuhrung einer DNA-Hybridisierung der fraktionierten Mischung, 

(f) Verwendung der unterscheidenden biochemischen und/oder isotopischen Markierungen zur Tren- 
nung der Referenz-Duplexe und der DNA-Hybride der Subjekt- und Referenz-PRF's aus den poly- 20 
morphen Gliedern des Subjekt-PRF und Erreichung der partiellen Purifikation der polymorphen 
Glieder der Subjekt-PRFs und Erwarmen jedweder verbleibender einzelner Subjekt-Strange in der 
partiellen Reinigung oder Purif ikatipn in Duplexe, 

(g) Herstellung von Subjekt-PRF in der genauen Art und Weise wie das Bezugs-PRF hergestellt wurde 

in den Schritten (a) und (b) und Wiederholung der Schritte (c) bis (f) unter Verwendung des markierten 25 
Subjekt-PRF anstelle des markierten Referenz-PRF, und 

(h) Vergleichen der AusgangsgroBe der Schritte (f) und (g) zur Durchfuhrung des Schrittes der Erken- 
nung des Polymorphismus innerhalb der partiell gereinigen polymorphen Subjekt-Fragmente. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Schritt der Umwandlung der Subjekt- und Referenz-Genom-DNA 

ein entsprechendes erwahntes PRF das Schneiden der erwahnten genomischen DNA mit irgendeiner 30 
konventionellen Restriktionsnuklease umf aBt. 

8. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Schritt der Umwandlung des genomischen Subjekt- und Referenz- 
DNA ein entsprechendes erwahntes PRF das Schneiden des genomischen DNA umfaBt, um definierte 
Fragmente im Gegensatz zu zufallig gebf ochenen Strangen vorzusehen. 

9. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die genomische Subjekt-DNA in in das erwahnte Subjekt-PRF 35 
umgewandelt wird und die genomische Referenz-DNA in das erwahnte Referenz-PRF umgewandelt wird 
unter Verwendung eines isoschizomeren Paares von Nukleasen. 

10. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die genomische Subjekt-DNA in das erwahn- 
te Subjekt-PRF umgewandelt wird unter Verwendung von Asp718 und die erwahnte genomische Referenz- 
DNA fiir den das Referenz-PRF unter Verwendung von Kpnl umgewandelt. 40 

11. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die genomische Subjekt-DNA in das erwahnte Subjekt-PRF unter 
Verwendung von Kpnl umgewandelt wird und die genomische Referenz-DNA wird unter Verwendung von 
Asp7 1 8 in das erwahnte Referenz-PRF umgewandelt 

12. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die erwahnten distinktiven oder unterscheidenden biochemischen 
und/oder isotopischen Markierungen die selektive Entfemung des Referenz-PRF aus der Mischung von 45 
Subjekt- und Referenz-PRF gestatten, ohne unterschiedliche Mobilitaten auf die genetisch identischen 
Glieder aus Subjekt- und Referenz-PRF's wahrend des Schrittes der Fraktionierung der PRF-Glieder zu 
ubertfagen. 

13. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Schritt des Vorsehens unterscheidender Markierungen den 
Schritt der Verwendung von photodyriamischer Biotinylation umfaBt 50 

14. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Schritt die Bildung der Mischung der markierten Referenz-PRF 
und der Subjekt-PRF die Verwendung von Mengen der Mischung umfaBt die kompatibel ist mit dem 
Fraktionierungsschf itt und dem Schritt jedweder Verstarkung der einzigartigen polymorphen Glieder des 
Subjekt-PRF. 

15. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Mischung der markierten Referenz-PRF und der Subjekt-PRF 55 
mindestens ein 1 : 1-Verhaltnis um das markierte Referenz-PRF zu dem Subjekt-PRF aufweist. 

16. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB der Schritt der Fraktionierung die Verwen- 
dung eines Fraktionierungsverfahrens umfaBt welches die Trennung eines speziellen Glieds der PRFs von 
der Majoritat der anderen Bestandteile der PRFs umfaBt. 

17. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB der Schritt der Fraktionierung der PRF-Glie- eo 
der die gemeinsame Wanderung (co-migration) der genetisch identischen Glieder der Subjekt- und Refe- 
renz-PRF's ermoglicht. 

18. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB der Schritt der Durchfuhrung der DNA-Hy- 
bridisierung innerhalb jeder Fraktion gebildet wahrend des Fraktionierungsschrittes ausgef iihrt wird 

19. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB der Schritt der Durchfuhrung der DNA-Hy- 65 
bridisierung die Denaturierung und sodann das Erwarmen der Glieder der Subjekt- und Referenz-PRF*s 
umfaBt um DNA-Hybridduplexe der Subjekt- und Referenz-DNA-Strange zu erzeugen, reine Subjekt- 
DNT A.-Dr"-^VYP -p-ne Rp*p-p"T-DNA-Or'n'pvp rnd -p^-tVche einze!rp SubieVt- urd Rpferenz-DNA-S^r^iT^pp 
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Schritt 1 



Schritt 2 



Schritt 3 



Schritt 4 



Schritt 5 



Schritt 6 



Schritt 7 



Schritt 8 



genomische Subjekt DNA 



genomische Referenz DNA 



Trennung mit isoschizomerischen 
Restriktionsnukleasen 



Subjekt PRF bestehend aus 
ss Fragmenten 



Referenz PRF bestehend aus 
rr Fragmenten 



sekundare Markierung 



Referenz PRF bestehend aus 
Fragmenten 



Bildung einer Mischung aus 
ss und UfaerschuB r'r' 



ss/r'r' 



primare Fraktionierung 



fraktionierte PRF Mischung 



DNA Hybridisierung 



tiberschuB Hybride von gewohnl. einzigartiger polymorph ss 



Eliminierung von DNAs mit f 
Storungen, Volumenreduktion 
und Erwarmung 



PEM primar bestehend aus einzigartigem polymorphischem ss 



Herstellung der Subjekt PRF in der exakten Art und Weise wie die Referenz 
PRFs hergestellt wurden in den Schritten 1 und 2 und Wiederholung der 
Schritte 3 bis 6 in Verwendung von markierten Subjekt PRF anstelle von 
dem markierten Referenz PRF 



Vergleich der AusgangsgroBen der Schritte 6 und 



J DNA = DNS 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Verarbeitung von in Beziehung stehender Subjekt- und Referenz-Makronriolekme beste- 
hend aus komplementaren Strangen in deren entsprechende Subjekt- und Referenz-Populationen repra 
sentativer Fragmente (PRFs) und Bewirkung der partiellen Reinigung von emzigartigen polymorphen 

'"'\tu'3rg1?IX'j^^^^ - entsprechende Subjekt- und Referenz- 

PRFs 

(b) Vorsehen von unterscheidenden Markierungen an jedem der Referenz- PRF, 

(c) Bildung einer Mischung der markierten Referenz-PRF und der Subjekt-PRF, 

(d) Fraktionierung von Gliedern der PRFs in der Mischung, 

(e) Durchf uhrung einer Hybridisierung der fraktionierten Mischung. ^t^^^„, n.mlP 

(f) Verwendung der unterscheidenden Markierungen fur die Trennung der erwahnten Referenz-Duple- 
xe und Hybride der Subjekt- und Referenz-Fragmente von den Subjekt-Fragmenten und Erreichung 
der partiellen Reinigung der polymorphen Subjekt-Fragmente und . ^. „ ^ noc 

(g) Herstellung der Subjekt-PRF in der genauen Art und Weise, wie die Referenz-PRF hergestellt 
wirde, in den Schritten (a) und (b) und Wiederholung der Schritte (c) bis (0 unter Verwendung der 
markierten Subjekt-PRF ansteUe der markierten Referenz-PRF, e u j c 

(h) Vergleichen der AusgangsgroBe der Schritte (f) und (g) zur Durchfiihrung des S_chr.ttes der Erken- 
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wobei das konvektive Mischen mit benachbarten Fraktionen verhindert wird. 

Folgend auf die DNA-Hybridisierung werden die unterscheidenden biochemischen und/oder isotopischen 
Markierungen. die den Referenz-PRFs wahrend Schritt zwei hinzugefugt wurden, in Schrltt sechs verwendet, 
welches der sekundare Fraktionierungsschritt ist. Diese Markierungen ermoglichen eine Trennung der Refe* 
renz-DNA's und DNA-Hybride von Subjekt- und Referenz-DNA-Strangen von Subjekt-DNA*s, Dieser Schritt 5 
eliminiert den OberschuB an Eingangsreferenz-DNA zusammen mit den Hybriden. Das Ergebnis dieser sekun- 
daren Fraktionierung ist eine partielle Reinigung der einzigartigen polymorphischen Glieder der erwahnten 
Subjekt-PRF. Im bevorzugten Ausfiihrungsbeispiel werden die biotinylierten Referenz-DNA's zusammen mit 
ihren Hybriden mit isogenen Subjekt-Strangen durch Chromatographic uber einem Harz mit angebrachtem 
Avidin oder Strepavidin entfemt, und zwar vertrauend auf die enge Bindung der biotinmarkierten Referenz- 10 
DNA an einer Matrix mit gebundenem Avidin. Der Anteil der gesuchten polymorphischen Subjekt-PRF-Glieder 
unter dem freien Subjekt-DNA wird wesentlich durch die Entfernung der gemeinsamen PRF-Komponenten 
erhoht. Diese Population freier Subjekt-DNA*s wird bezeichnet ais Polymorphismus-angereicherte Glieder 
(polymorphism enriched members = PEM). 

Durch die obige Eliminierung der unerwiinschten Referenz- und Hybrid-DNA's wird eine betrachtliche 15 
Reduktion des Volumens der verbleibenden PEM erreicht. Diese Volumenverminderung ist auBerordentlich 
erwiinscht, weil teure enzymalogische Reagenzien darauffolgend erforderlich sind, in konzentrationsabhangigen 
Reaktionen fiir die weiteren Reinigungsschritte und Rekombinations-(recombinant) DNA-Verfahren. Durch 
den entsprechenden Anstieg der Subjekt-DNA-Konzentration kann eine weitere Erwarmung der verbleibenden 
Einzelsubjekt-Strange in Duplexe ausgefuhrt werden. 20 

Es wird erwartet, daB.ein Teil der gemeinsamen Subjekt-PRF-Glieder zusammen mit DNA-Verarbeitungsab- 
fall einschliefilich intakter und gebrochener Einzelstrange, gebrochener Duplexe und moglicherweise einiger 
promiskoser Verwirrungen den Schritt sechs des Verfahrens uberstehen. Diese Verunreinigungen bilden zusam- 
men einen reduzierten Hintergrund gemeinsamer Fragmente, innerhalb von dem die gesuchten einzigartigen 
Glieder erkannt werden mussen. Die Identifizierung dieses verminderten Hintergrundes wird in den Schritten 25 
sieben und acht des Verfahrens vorgesehen. Der Schritt sieben des Verfahrens umfaBt die Herstellung eines 
Teils des Subjekt-PRF in der gleichen Art und Weise wie das Referenz-PRF in den Schritten 1 und 2 des 
Verfahrens hergestellt wurde. Die auf diese Weise hergestellten Subjekt-Fragmente werden als "sV bezeichnet 
Sodann wird eine ss/s's'-Mischung entsprechend der ss/rV*-Mischung, gebildet in Schritt drei und verwendet in 
den Schritten vier bis sechs gebildet Die s's'-Komponente der Mischung besitzt die gleichen Ausdrucke wie r'r' 30 
der ss/r*r'-Mischung in Schritt drei des Prozesses. Sodann wird diese ss/s's'-Mischung durch die gleichen Schritte 
vier bis sechs verarbeitet, wie dies fur die ss/rV'-Mischung geschah. Da die ss/s*s'-Mischung keine einzigartigen 
Komponenten besitzt, ist die AusgangsgroBe dieser Wiederholung der Schritte vier bis sechs identisch zu dem 
gemeinsamen Hintergrund der die PEM verunreinigt Diese AusgangsgroBe wird als Steuer- oder Kontrollfrag- 
ment-Mitgliedschaft bezeichnet (im folgenden als CFM control fragment membership). Im Schritt acht des 35 
Verfahrens werden PEM und CFM verglichen. Die Differenz zwischen dem PEM und dem CFM sind die 
gesuchten einzigartigen polymorphischen Glieder der Subjekt-PRF. 

Das Ziel der weiteren Verarbeitung besteht im Erkennen und/oder Reinigen der einzigartigen polymorphen 
Glieder des PEM von dem gemeinsamen Hintergrund, reprasentiert durch die CFM. Die im Schritt eins des 
Verfahrens erzeugten Endmarkierungen werden verwendet zur weiteren Charakterisierung und Verarbeitung 40 
der polymorphischen Subjekt-PRF-Komponentea Diese Kennzeichnungs- und Verarbeitungsschritte konnen 
eine komparative PEM- und CFM-Anzeige umfassen, die Bildung von rekombinierenden DNA's und die Ruck- 
fiihrung durch die Schritte eins bis sieben mit PEM oder verstarktem PEM dienend als die EingangsgroBe. 

Wahrend der Rekombinations-DNA-Bildung und Verstarkung kann ein Vektor DNA fiir Rekombinations- 
DNA-Bildung verwendet werden mit Ausdrucken, die komplementar zu den Asp718 erzeugten Fragmentenden 45 
der ss-Fragmente sind Solche Vektor-DNA's konnen nicht "Basen-paaren" mit den Hybridisierungsverunreini- 
gungen noch dem DNA-Verarbeitungsabfall. konnen aber "Basen-paaren" mit und sind angebracht durch 
enzymatische Reaktionen an den ss-Fragmenten zur Bildung linearer Molekule, verwendet als Ausgangsstoffe 
fur lebensfahige Rekombinations-DNA's. Infolgedessen gestattet die Verwendung der isoschizomerischen Frag- 
menteenddifferenzen, erzeugt im Schritt eins die Auswahl nach und die Reinigung der gesuchten polymorph!- 50 
schen ss-Fragmente. 

Bei einer anderen Ausbildungsform der Erfindung kann das Verfahren benutzt werden, um in gleicher Weise 
doppel-strangige "Bpten" RNA und andere Makromolekiile, bestehend aus komplementaren Strangen zu verar- 
beiten. 

Die Erfindung hat den Vorteil der Identifizierung und partiellen Reinigung vieler polymorphischer Glieder 55 
eines PRFs zu einer Zeit, selbst wenn das PRF so komplex ist, daB die konventionelle Fraktionierung selbst nicht 
die Bestandteilsglieder innerhalb jedes PRFG auflost Es kann daher dazu dienen, die Genomanderungen zu 
detektieren, welche zu Viruskrankheiten, Krebs und genetisch geerbten Krankheiten beitragen. Das Verfahren 
kann ebenfalls dienen zur Identifizierung von Genomanderungen mit Eigenschaften, die bei landwirtschaftlichen 
und biotechnologischen Bemuhungen vorteilhaft sind 60 

Zusammenfassend sieht die Erfindung folgendes vor: 

Ein Verfahren zur Verarbeitung von in Beziehung stehenden oder verwandten Subjekt- und Ref erenz-Makro- 
molekulen. bestehend aus einem komplementaren Strang in ihren entsprechenden Subjekt- und Referenz-Popu- 
lationen reprasentativer Fragmente und Ausfuhrung einer Reinigung von einzigartigen polymorphischen Sub- 
jekt-Fragnienten, 65 
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Referenz-DNA-Molekule und Duplex-Hybride der Subjekt- und biotinylatierten Referenz-DNA-Strange. wah- 
fenTdS^SStbioS^^^^ sEbjekt-DNA's frei wahrend eines sekundaren Frakuomerungsprozesses m 

^"itdZt-ai^nS^^^^^^ gemaB Fig. 1 wird eine Mischung aus dem rV-Referenz-PRF und dem 

ss SuSt PRrgebH<^lt^^^^^^ In diesem bevorzugten Ausfiihrungsbe.sp.el sollte d.ese 

SiLhuS in MenS^^^^^^ die kompatibel sind mit dem Fraktionierverfahren. verwendet ™ Schmt v.er 

und^ede? soateref Verstarkung der polymorphischen Subjekt-DNA-Fragmente durch Cloning nach dem sieb- 
?en Verfah?en^^^^^^^^^ Referenz-PRF zu Subjekt-PRF-Verhaltnis erhoht das spatere Emfangen von 

SubS^SiSon fra^ mit isogenen Referenz-Restriktionsfragment-Komponenten in 

DNA SdSfb^^ aus Subjekt- und Referenz-DNA-Strangen. Der Ausdruck".sogen bedeutet 

Se?odSrung der g^^^^^^^ oder Folge von genetischem Material. Isogene Fragmente konnen srch 

durch SmutSonen (beispielsweise ein Basenpaar) unterscheiden, besitzen aber kerne substantieUen Diffe- 
renSn i^GenXr^^^^^^^ Ordnung. Dieser Schritt kann unter Verwendung eines 1 : 1 -Verhaltnisses von b.otn^_ 
[at™ ?eTefenz-VlS zu SubjeLpRF ausgefiihrt werden. Wie i^do J oben b^--^^^ ^J^Sk^fh a'S^^^^ 
der Wirkuneserad wenn das Verhaltnis ansteigt. Beispielsweise wurde dieser Teil des Protokous ausgeiunri 
^n erVeTeSg eTnes 10 : 1 -Verhaltnisses von biotinylatiertem Referenz-PRF ^" Subjekt-PRF Im^^^^^^^ 
?en Ausfuhrungsbeispiel wiirde ein noch groBerer Wirkungsgrad erwartet werden be. Verhaltnissen von 100 . 1 

""im v°eriin Schritt des Verfahrens wird die im dritten Schritt erzeugte Mischung ""^^^^^^^ 
durl^ ireendeines konventionellen Fraktionierungsverfahrens. welches folgendes vorsieht (1) es trennt jedes 
SezielllGlied dnes^P^^^^ groBen Majoritit der anderen Bestandteile dieses PRFs ""d 2) die gemeinsa- 
me wLemT^^^^^ von GUedem gestattet, und zwar genetisch identisch hm^;?*'!»f .S^bJ/^^^^ 

SereT-PRF's unabhangig von ihren unterschiedlichen Markierungen. Obwoh es wicht.g ist. daB jedes Ein- 
gS^ed vom g^^^^^^ der begleitenden Eingangsgr5Be wahrend des Fraktionierungsverfahrens getrenm 

S?s t es mcht'notwendig. daB physikalisch uberlappende Zonen von P^fghedern wahrend der ^^^^^^^ 
rung aufgelest werden. Diese Fraktionierung definiert zwe, Klassen von Subjekt-GI.edern. Die ublic^^^^ 
iekt-Gli^er sind diejenigen, die gemeinsam wandernde und isogene Referenzpartner besitzen. Die emzigarti 
fen SuSieder liej^nigen polymorphischen Subjekt-DNA-Fragmente. ^enen is^^^^^^^^ 
wandernde Referenzpartner fehlen. Es sind diese einzigartigen polymorphischen Fragmente. die durch das Netz 

wichtiees ZieL Die Trennungen vermindem die Wahrscheinlichkeit. daB irgendem Glied koresidente Glieder mit 
TlSSaSn (zS^ aufweist, beispielsweise reiterierte Sequenzen. Auf d>ese We.se w.rd^^^^^ 

Sung von promisisei Storungin in der darauffolgenden DNA-Hybr.disierung stark vermmdert Jedes Ghed 

koresidiert mit viel weniger GUedem als in der anf anglichen ?RF-E'«ga"f . . .. oroBenfraktionierung 

Das bevorzuffte Verfahren zur Erreichung der Fraktionierung der Mischung ist die GroBentraKtionierung 
duSEleShorese dJrch ein Agarosegel. Bei diesem Verfahren wandern DNA-Molekule durch das Gel, als 
Ob Sein Sieb wie dasT^^^^ der groBten Molekule im groBten AusmaB verzogert und die Bewegung 

2er SstSSkme i^^^^^^ verzogert Daher ist die BewegUchkeit be. Elektrophorese .n dem 

Agarosegel urn so groBer.jekleiner das Restrikuonsfragmentist , ,. . ... „„~„c,^ H«.n 
GUeder. die Langenpolymorphismus in dem Subjekt-PRF zeigen fraktiomeren mcht f m^msam m.t den 
partiSfen HomologL des Referenz-PRF, wohingegen isogene Subjekt- und ^^^f'^^^^^^i^i^'^"^'^^^^ 
Das Fraktionierunisverfahren kann entweder mit den DNA's noch emgefangen 

durch Sammlung von Fraktionen von Ablauf en vom Verf ahreru Die B^'b^^altj^g f er DN^^^^ Gd 
bewahrt am besten die Gliederti-ennungen, die durch das Fraktion.erungsverfahren f 5,,f 
drSTraktion wird auf die Zonen des Gels angewandt mit ihrer eingefangenen Mitgliedschaft und auch auf die 
sesammelten Fraktionen von aus der Fraktioniervorrichtungaustretenden Ablauf. „ . -j- - 

%e^Ste Schritt des in F,g. 1 gezeigten Verfahrens sieht die Durchfuhrung einer DNA^Hybrid'^^^^^^^ 
und zwar innerhalb jeder Fraktion, gebildet wahrend des Schnttes vier. Wahrend der ^^f^-^l^^^^^^J"^ 
werden die Restriktionsfragmente zuerst denaturiert. d.h. die Duplex-Restriktionsfragmente werden m ihre 
^oSp^Z^aren einzelnen DNA-Strange getrennt unter Verwendung von Denat^rierungsbedj^^^^^^^ 
beispielsweise einem hohen pH-Wert, Warme oder Formamidlosungen. Die einzelnen DNA-S^ran^^ 
sodann angewarmt in Duplexe. Wahrend dieses Teils der DNA-Hybridisierung werden gem^^^^ 
trange in sr'-Hybridduplexe getrieben, und zwar mit dem gemeinsam verweilenden OberschuB komplementarer 
Re?erenzstrange In Gegensatz dazu konnen die einzigartigen Glieder nicht in Hybriden emgefangen werden. da 
L l^^SentSSieWrenz- lassen. Statt dessen werden diese einz,^^^^^^^ &SxT,^ S 

schen Strange mit ihren Subjekt-Komplimenten erwarmt Oberschussige Referenzstrange bilden Dupl^^^^^^ 
ihren Komplementen. Die Erwarmungsreaktionsgeschwindigkeit vermmdert s.ch. wenn die B^^ 
braucht werden und die Konzentration der Reaktanzien wircrWemer. Infolgedessen enthalten die P^^ukte des 
Erwarmungsschrittes Hybrid-DNA-Duplexe. reine Subjekt-DNA-Duplexe reine Ref^-^enz-DNA-Duplew i^^^^^ 
resth^e Einzelsubjekt- und Referenz-DNA-Strange. Partielle oder vollstand.ge Z"S,ammenfassung (pophngs) 
der Nach-Hybridisierungsfraktionen konnen ausgefuhrt werden m Vorbere.tung fur ^en Jchr^^^^^^ 
Verfahrens, da das Poolen der DNA in GroBenklassen die spatere Recomb.nations-DNA-Formaoon(en) erieich 

''?m bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel erfolgt die DNA-Hybridisierung vorzugsw^^^^^^^ 

wahrend der Fraktionierung verwendeten Agarosegel. Die m situ Hybrid.sierung bf w^^rt in max.ma^r Weise 

die in Schritt vier des Prozesses erreichten Fraktionierungen und begunstigt die Bildui^g von DNA-Duplexen 
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standigen Reinigung der PRP-Glieder, welche den Polymorphismus reprasentieren. 

Weitere Vorteile, Ziele und Einzelheiten der Erfindung ergeben sich aus der Beschreibung von Ausfuhrungs- 
beispielen anhand der Zeichnung. In der Fig. 1 ist ein ProzeBfluBdiagramm dargestellt, welches ein Verfahren 
zur partiellen Reinigung einzigartiger PRF-Konstituenten oder Bestandteile zeigt. 

Im folgenden seien bevorzugte Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung beschrieben. 5 

Die Zeichnung zeigt ein ProzeBfluBdiagramm und illustriert eine Form der Erfindung fiir den substraktiven 
Vergleich von zwei PRFs, welche die genomische DNA von zwei in Beziehung stehenden (verwandten) Genom- 
en reprasentieren und fur die partielle Reinigung der Restriktionsfragmente der subjektgenoniischen DNA, die 
in der PRF der referenzgenonoischen DNA nicht reprasentiert sind. Beim Anfangsschritt des Verfahrens wird 
eines der zwei in Beziehung stehenden Genome als das Subjektgenom und das andere als das Referenzgenom lo 
bezeichnet Die genomische DNA der zwei Genome wird in ihrer entsprechenden Subjekt- und Referenzpopu- 
lation reprasentativer Fragmente (im folgenden als Subjekt- und Referenz-PRFs bezeichnet) umgewandelt Die 
Umwandlung jeder genomischen DNA in ein PRF wird erreicht durch Trennung der Duplex-DNA-Molekiile 
mit irgendeiner konventionellen Restriktionsnuklease oder durch irgendein anderes Trenn- oder Schneidverfah- 
ren, welches deflnierte Fragmente ergibt im Gegensatz zu zufallig gebrochenen oder zerteilten Strangen. 15 

Im bevorzugten Ausfiihrungsbeispiel wird die subjekt- und referenzgenomische DNA im Anfangsschritt in 
ihrer entsprechenden PRF*s umgewandelt unter Venvendung konventioneller isoschizomerischer Nukleasen. 
Restriktionsnukleasen, welche die gleiche Target- oder Zielsequenz in einem doppel-strangigen DNA-Molekul 
erkennen, aber die Strange an unterschiedlichen Basenresten schneiden oder trennen, sind Isoschizomere 
voneinander, Beispielsweise erkennt die konventionelle Restriktionsnuklease Asp718 die Sechs-Basenpaar-Tar- 20 
ge tsequenz in Duplex DN A-Molekulen : 

5' GGTACC 3' 

3' CCATGG 5' 25 

wobei die gestrichelte Linie Nicht-Targetteile der DNA-Strange reprasentiert. Die Asp718 schneidet die Stran- 
ge des DNA-Molekiils zwischen zwei G's. Das Isoschizomer von Asp718, namlich Kpnl, erkennt die gleichen 
Basissequenzen, aber schneidet identische Strange des DNA-Molekiils zwischen zwei Cs. Das Schneiden einer 
von zwei identischen Proben von genomischer DNA mit Asp718 und der anderen mit KpnII erzeugt PRFs, die 30 
identische Mitgliedschaft haben, aber mit unterschiedlichen Fragmentenden. Die mit Asp718 erzeugten PRFs 
haben 



35 



5' G 3' 

3' CCATG 5' 

Fragmentenden, wohingegen die mit Kpnl erzeugten PRFs 

5' GGTAC 3' 40 

3' — C 5' 

Fragmentenden besitzen. 

Im bevorzugten Ausfiihrungsbeispiel fur DNA wird die Subjekt-PRF mit Asp718 erzeugt und die Referenz- 45 
PRF wird mit Kpnl (oder umgekehrt) erzeugt Der Vorteil der Verwendung von Isoschizomeren besteht darin, 
daB sie die PRF's markieren, und zwar durch Vorsehen von Fragmentenddifferenzen, welche die Identifikation 
einer Fragmentart bei Vorhandensein von anderen ermoglichen. Die Verwendung von Isoschizomeren ermog- 
licht auch die selektive Recombinant DNA Cloning (selektives Kloning mit rekombinierter DNA [oder DNS]) 
am Ende des Prozesses. Das spezielle Paar von Isoschizomeren, Asp718 und Kpnl, wird aus zwei Griinden 50 
gewahit. Als erstes werden die charakteristischen Fragmentenden ohne weiteres als diskriminierende Endmar- 
kierungen in spateren Schritten des erfindungsgemaBen Verfahrens verwendet Zweitens ergibt die Sechs-Basis- 
paar-TargetgroBe eine PRF-Mitgliedschaft mit brauchbarer GroBenverteilung fiir Primarlangen-Fraktionierun- 
gen. Es ist zweckmaBig, die Duplex-Subjektfragmente als "ss" und die Duplex-Referenzfragmente als "rr" zu 
bezeichnen. 55 

Der zweite Schritt des in Fig. 1 gezeigten Verfahrens besteht in der Herstellung oder Vorbereitung der 
Referenz-PRF des Schritts eins mit weiteren biochemischen und/oder isotopischen Markierungen. Referenz- 
Fragmente mit den zusatzlichen Markierungen werden als r'r' bezeichnet Die Wahl dieser Markierungen wird 
eingeschrankt durch das Erfordernis, daB genetisch identische ss-, rr- und r'r'-Fragmente identische Beweglich- 
keiten wahrend des darauffolgenden primaren Fraktionierungsschritts, des Schritts Nr. 4 haben mussen. Die im eo 
zweiten Schritt hinzugegebenen Markierungen ermoglichen die Trennung der Referenz-DNA's und DNA-Hy- 
bride von Subjekt- und Referenz-DNA-Strangen von Subjekt-DNA's wahrend der sekundaren Fraktionierung 
im Schritt sechs. 

Im bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel umfaBt der zweite Schritt die photodynamische Biotinylation der Refe- 
renz-Restriktions-Fragmente, d. h. die Verwendung eines Lichtverfahrens zur Hinzufiigung einer Biotinmarkie- 65 
rung zu den Referenz-Fragmenten. Dieser Schritt ergibt eine zweite Art der Markierung des Referenz-PRF's. 
Biotinylatierte DNA's konnen stark mit einem Chromatographieharz gebunden werden, mit angebrachtem 
Avidin oder Streoavidin. Solche Chromato^raohieschritte ermoelichen die Zuruckhaltung der biotinvlatierten 



